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1.Abbreviations 
ADP; Adenosine diphosphate 
ALT; Alanine aminotransferase 
AMP; Adenosine monophosphate 
AST; Aspartate aminotransferase 
ATP; Adenosine triphosphate 
DCD; Donation after cardiac death 
DNA; Deoxyribonucleic acid 
HB; Heart-beating 
HE; Hematoxylin-Eosin 
HPLC; high-performance liquid chromatography 
ICAM-1; Intercellular adhesion molecule-1 
IL-1β; Interleukin-1 beta 
LDH; Lactate dehydrogenase 
MDA; Malondialdehyde 
PFA; Paraformaldehyde 
PNF; Primary graft non-function 
 4 
ROS; Reactive oxygen species 
SD; Standard deviation 
SELP; Subnormothermic ex vivo liver perfusion 
TNF-α; Tumor necrosis factor-alpha 
TUNEL; terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling 
UW; University of Wisconsin solution 
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2.要約 
 
【目的】肝移植適応症例の増加に伴い世界的にドナーが不足している．この問題に対
して心停止ドナーからの肝移植研究が行われており，実際に臨床応用されつつあるが，
心拍動下ドナーに比し移植後に高率に合併症を来すことが知られている．そこで，心
停止ドナー肝移植で問題となる温阻血再灌流障害を抑制するべく，移植直前の室温酸
素化灌流法に着目した． 
	 移植直前の酸素化灌流法は肺移植では有効との報告がされ始めているが，肝移植に
おいて室温灌流では有用な報告は未だない．本研究では，心停止下摘出肝グラフトに
対する冷保存後移植前室温酸素化灌流の効果を検討するため，ラット肝を用いた ex 
vivo 灌流実験において，灌流時間に伴う温阻血再灌流障害の軽減効果を検証した．ま
た臨床応用に向けて大動物であるブタを用いて心停止ドナーからの肝移植実験を行
い，冷保存後移植前室温酸素化灌流の効果を検討した． 
【方法】実験Ⅰ：雄性 Wistar ラットを用いて 2 つの ex vivo 灌流実験を行った．実
験Ⅰ-１では冷保存後移植前室温酸素化灌流（23−26℃）を，灌流時間なし，15，30，
60，90 分間に分け（DCD 群，SELP-15，30，60，90），検体を採取した．実験Ⅰ-2
では室温灌流に加えて，肝グラフトを室温で 15 分間静置した後，肝移植を想定して
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常温（37℃）で再灌流した．実験Ⅰ-2 でも移植前室温酸素化灌流時間を 0，30，60，
90 分間（DCD 群，R-30，60，90）と設定した．全ての群で死戦期を経て心停止後
30 分間の温阻血時間を置き，肝臓を摘出し，6 時間冷保存後，室温酸素化灌流および
移植想定の常温灌流を行った（60 分間の常温灌流後検体を採取）． また，Control
群として，心拍動下に摘出した肝グラフトを HB 群とした． 
実験Ⅱ：雄性ブタを用い以下の 3 群に分け実験を行った．(1)心拍動群（Heart-beating; 
HB群）：心拍動下に肝摘出，同所性肝移植する群．(2)心停止群（Donation after cardiac 
death; DCD 群）：心停止下に肝摘出，同所性肝移植する群．(3)移植前室温酸素化灌
流群（Subnormothermic ex vivo liver perfusion; SELP 群）：心停止下に肝摘出，移
植前に酸素化した室温の Krebs-Henseleit 液で肝グラフトを灌流し，同所性肝移植す
る群． 
【結果】実験Ⅰ-1 では，胆汁産生量および肝組織中 ATP 量は灌流時間に伴って増加
した．実験Ⅰ-2 では，DCD 群に対し，室温灌流を付加した各群では，胆汁産生量（P 
<0.05），灌流液灌流量(P <0.05)，肝逸脱酵素(P <0.05)，炎症性サイトカイン(P 
<0.0001)，肝組織中 ATP 量(P <0.05)に有意な改善を認め，類洞内皮構造が保たれ，
有意なアポトーシスの抑制効果(P <0.05)を認めた．実験Ⅱ：SELP 群では DCD 群と
比較し，移植後早期グラフト機能不全の頻度が減少し，術後 7 日目の生存率が有意差
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をもって改善した(P =0.0016)． 
【結論】冷保存後移植前室温酸素化灌流は心停止下摘出肝グラフトの温阻血再灌流障
害を軽減し，微小循環を改善させ，肝グラフトの機能を回復させた．臨床における心
停止ドナー肝移植において有効な方法となることが示唆された． 
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3.研究背景 
 
	 肝移植は種々の末期肝疾患や急性肝不全に対し確立した治療法と言える．一方で，
移植適応の拡大と移植希望者の増加で世界的にドナーが不足し，移植待機患者の死亡
数増加が問題となっている．心停止ドナー（Donation after cardiac death: DCD）を
含めたいわゆるマージナルドナーからの肝移植は，ドナー不足を解決する有効な方法
のひとつと考えられ，すでに欧米では臨床応用され，実際に許容できるDCDに限り
ヨーロッパ諸国で実施されている国もあるが，以前として少ないのが現状である1-3． 
	 DCDはMaastricht分類により、病院到着時に死亡状態であったもの（category1），
心肺蘇生が成功しなかったもの（category2），生命維持装置の中断（category3），
脳死状態下での心停止（category4）に分類されており4，category1・2がuncontrolled 
DCD，category3・4がcontrolled DCDとされている．controlled DCDは肝摘出まで
時間的余裕があるためグラフトの温阻血時間を短縮できる可能性がある．しかし心拍
動下ドナーからの肝移植に比べ，心停止ドナー肝移植はprimary graft non-function
（PNF：移植後早期グラフト機能不全）や胆管合併症，再移植が高率に発生するとさ
れる1,5．uncontrolled DCDは最も多くのドナー数の増加が期待できるが，移植後合
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併症がcontrolled DCDに比べ高率に生じるため，特に温阻血時間が長期化した場合な
ど，摘出しても移植に適さず棄却となる確率も高い6． 
	 心停止下摘出肝グラフトの第一の問題点は，心停止後から冷保存液灌流に至るまで
の温阻血障害である．温阻血後の低酸素状態によって細胞内のATPが枯渇し，それに
伴いATPase依存性ポンプの機能不全から肝細胞の膨化や類洞内皮の脱落を来たし，
類洞腔の狭小化から再灌流後の微小循環障害を引き起こす原因となる2．第二の問題
点は，移植後の血流再開時に起こる再灌流障害である．つまり，再灌流時のKupffer
細胞の活性化に伴う炎症性サイトカインの放出（サイトカインストーム），好中球や
補体の活性化などにより直接細胞障害や類洞内凝固が引き起こされる7-9．Xanthine 
oxidase系や電子伝達系などから産生された活性酸素種（reactive oxygen species：
ROS）がDeoxyribonucleic acid（DNA）や細胞膜上のリン脂質やタンパク質などへ
直接的な酸化的傷害をもたらし10,11，細胞内カスケードのメディエーターとして働く
ことで肝細胞障害や類洞内皮障害をきたす．心停止下摘出肝グラフトの移植では，こ
れら微小循環障害と再灌流障害の相互作用が重度の機能不全をもたらす要因と考え
られている（図1）． 
	 このような背景から，温阻血再灌流障害の軽減を目指して様々な試みが検討されて
いる．心停止前のドナーに対する処置として，薬剤投与によるKupffer細胞の機能抑
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制12，Kupffer細胞の除去13,14，選択的Interleukin-1β（IL-1β）・Tumor Necrosis 
Factor-α（TNF-α）産生阻害剤の投与15,16，抗炎症活性を有する薬剤17,18などが挙げ
られる．また心停止後の処置としてcardio-pulmonary bypassによるre-circulation1,19，
冷保存中・冷保存後のmachine perfusion20,21，酸素化バッファーによる冷保存前灌流
22-25，更に冷保存前灌流液への添加薬剤としてはビリベルジン26,27，フリーラジカル
スカベンジャー22,28,29，Prostaglandin E1 (PGE1)23-25などが検討され有効性が報告さ
れている．しかし，uncontrolled DCDからの移植の場合，病院到着時死亡例や蘇生
失敗例から移植臓器摘出を行うため，心停止前にドナーへ薬剤投与をはじめとする処
置を行うことは，ドナー自身の治療と関わりのない処置を行うことの倫理的問題があ
る．また，灌流・保存に関しては心停止前のドナーに対し各種薬剤の安全性や特殊処
置のための器械操作における技術的問題，臓器搬送における煩雑さなどは実際の臨床
応用への解決すべき課題が多く，心停止ドナーからの肝移植における標準的な基準や
手技は未だ確立していないのが現状である． 
	 臓器灌流保存法は臓器内に保存液を灌流することで，老廃物を除去し，酸素及び代
謝成分を供給可能にする手法である30．さらに，灌流中にグラフトの機能評価をする
ことで，移植可能か判定できる手法であり，DCDドナーを含めたマージナルドナー
からの臓器のviabilityを改善する可能性を有しており，特に肺移植ではその有用性が
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報告されている31．しかし，臓器灌流保存法においても至適温度や灌流液，灌流時間，
灌流条件などについて多くの議論がある．至適温度については，単純冷却保存と同様
に4〜10℃程度の低温で灌流し，細胞代謝機能をできる限り緩徐にし，機能保存を期
待する冷却灌流法と，積極的な細胞代謝機能発現を促し，生体内環境を再現した常温
（36−37℃）と同等の温度で灌流する常温灌流法, さらに最低限の細胞代謝を維持し，
酸素や栄養素の需要と供給のバランスが良いことが有益と期待される室温灌流法が
挙げられる．一般に肝臓の酸素消費量は20℃で約30%と指数関数的に減少することが
知られており32，温度上昇に伴って溶存酸素量が低下するため，特に常温灌流法では
酸素供給のため赤血球などの酸素運搬体が必要になる．上記灌流法で多くの報告がさ
れているが，DCDドナーの設定や灌流条件（灌流液，タイミング，灌流時間など）
が異なり，一定の見解は得られていない．特に，機械灌流の報告において至適灌流時
間の報告例はほとんどないのが現状である． 
	 臓器灌流を行った状態での搬送が煩雑になるデメリットがあり，また温度調整を要
する場合には灌流機器が複雑になることが懸念される．一方で，当科では酸素化バッ
ファーによる前灌流22-25を冷保存前に行うことで温阻血再灌流障害を軽減できること
を以前報告したが，冷保存前ということはつまりドナー肝摘出施設にて肝グラフトの
灌流を施行しなければならず，他施設で機械灌流を行うのは現実的に困難である．そ
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こで，本研究では，灌流するタイミングを冷保存後とし，心停止下摘出肝グラフトを
室温酸素化バッファーで灌流することで，温阻血再灌流障害の軽減効果を検討した．
灌流液温度を室温とすることで，代謝速度を低下させ，かつ溶存酸素量を増加させる
ことが期待される．実験Ⅰでは，ラット肝を用いたex vivo灌流実験を行い，灌流時間
によるグラフトの改善効果を評価した．実験Ⅱでは，臨床応用を前提として，ブタ肝
移植実験を行った．実験Ⅰの結果から，過度の灌流によるデメリットを軽減させる目
的で有効性を認めた最短の灌流時間として，冷保存後に30分間の室温灌流するモデル
を立案した．灌流方法として機械灌流ではなく滴下灌流を選択し，より簡易的な方法
にて実験を行った．  
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４.研究目的 
 
	 本研究の目的は，心停止下摘出肝グラフトに対する冷保存後移植前室温酸素化灌流
の効果を検討し，移植前のグラフトコンディショニングの有効性を検証することであ
る． 
	 ラット実験においては，心停止下摘出肝グラフトに対して，移植後のグラフト機能
を推定，評価する方法として広く用いられるex vivo灌流実験に冷保存後移植前室温酸
素化灌流の温阻血再灌流障害改善効果を検討し，各灌流時間を設定し至適灌流時間に
ついて検討した． 
	 ブタ実験においては，臨床応用に向けて心停止下摘出肝移植を行い，短時間の冷保
存後移植前室温酸素化灌流による温阻血再灌流障害の制御の解析を目的とした． 
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5.研究方法 
 
	 すべての実験は，東北大学研究・安全委員会実験動物専門委員会により承認を受け
（承認番号；2015 医動−004），国立大学法人東北大学における動物実等に関する規定
に則って実施した． 
  
実験Ⅰ：ラット肝灌流実験 
1. 実験動物および実験デザイン 
	 体重 260−350g の雄性 Wistar ラット（Kumagai-shigeyasu Co. Ltd, Miyagi, 
Japan）を以下２つの実験に分け，移植後のグラフトの状態を推定，評価するために
肝移植研究において広く用いられている ex vivo灌流モデルであるGore’s回路を採用
し ex vivo 灌流実験を行った．全ての群で死戦期を経て心停止後 30 分間の温阻血時
間を置き，肝臓を摘出し，6 時間冷保存，その後室温灌流および常温灌流を行った．
実験Ⅰ-１では，移植直前のグラフトのエネルギーステイタス評価を目的に，冷保存
後の移植前室温酸素化灌流（23−26℃）を，灌流時間なし，15，30，60，90 分間に
分け施行した（DCD 群，SELP-15，30，60，90，各群ｎ=5，図 2）．その後胆汁産
生量，門脈灌流量を測定し検体を採取した．実験Ⅰ-2 では，移植後の状態を想定した
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再灌流（37℃）を行い，移植後のグラフト機能評価を目的とした．冷保存し室温酸素
化灌流後に，肝グラフトを室温で 15 分間静置した後（血管吻合の時間を想定），移植
を想定し常温（37℃）で再灌流した後，60 分後に検体を採取した．実験Ⅰ-2 では移
植前室温酸素化灌流時間を 0，30，60，90 分間（DCD 群，R-30，60，90，各群ｎ
=5，図 2）と設定した．Control 群として，実験Ⅰ-1 及びⅠ-2 ともに心拍動下に肝臓
を摘出した HB 群を設定した．検体は灌流流出液及び肝組織をサンプルとして採取し
た．なお，実験Ⅰ-1 における肝グラフトのエネルギーステイタスの結果（図 14）か
ら，実験Ⅰ-2 では室温酸素化灌流 15 分群をなくした．また，冷保存を 6 時間に設定
した理由として，心停止ドナー発生から臓器を摘出し，搬送し移植実施施設で実際に
肝移植を行うまでに想定される時間を考慮したためである． 
2. 肝摘出法 
	 ラットは塩酸メデトミジン（Nippon Zenyaku Kogyo Co. Ltd, Fukushima, Japan）
0.15 mg/kg + ミダゾラム（Teva Pharma Japan Inc., Tokyo, Japan）2 mg/kg + 酒
石酸ブトルファノール（Meiji Seika Pharma Co., Ltd, Tokyo, Japan）2.5 mg/kg の
混合麻酔薬による腹腔内投与で全身麻酔後，陰茎背静脈よりヘパリン（AY 
Pharmaceuticals Co., Ltd, Tokyo, Japan）1000 U/kg を投与し，横切開にて開腹し
た．シリコンチューブ（シラスコン外径 1mm-内径 0.5mm; Kaneka Medix Co., Osaka, 
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Japan）を接続した 22G サーフロー針外筒（TERUMO Co., Tokyo, Japan）を総胆
管に挿入した．その後，横隔膜切開により開胸し呼吸停止させ，死戦期を経て心停止
を誘導した（図 4）．温阻血の間，腹部臓器の乾燥防止と保温のため開腹部位をラッ
プで被覆した．心停止後 30 分間の温阻血時間をおいた後，肝動脈を結紮し，門脈に
14Gサーフロー針外筒を挿入し，肝上部下大静脈を切開し4℃乳酸リンゲル液（Lactec 
Injection; Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc., Tokushima, Japan）20 ml，4℃ 
University of Wisconsin solution（UW 液; DuPont Pharmaceuticals, Wilmington, 
DE, USA）20 ml で経門脈的に肝臓内の血液を wash out し，肝を摘出，4℃ UW 液
中で 6 時間冷保存した．冷保存中に肝下部下大静脈を結紮し，肝上部下大静脈に 14G
サーフロー針外筒を挿入した． 
3. 灌流方法 
	 ex vivo 灌流は，6 時間の冷保存後に，室温酸素化灌流は 23-26℃で，移植を想定し
た常温灌流は 37℃で，95%O2/5%CO2飽和 Krebs-Henseleit 液を用いて体外灌流を行
った．灌流液中の酸素分圧は 500-550 mmHg であった．体外灌流は，非循環型灌流
装置である Perfusion System PS-1（Hugo Sachs Elektronik-Havard Apparataus 
GmbH, March-Hugstetten, Germany，図 3）を用いて行った．摘出した肝臓を，室
温酸素化灌流の場合には室温（23-26℃）の moist chamber に，常温灌流の場合には
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37℃の moist chamber の上に置き，門脈・肝上部下大静脈を装置の灌流液流入路・
流出路にそれぞれ接続し，灌流液流入路を Pressure Transducer（Research Grade 
Blood Pressure Transducer, 110VAG/60 Hz; Hugo Sachs Elektronik-Havard 
Apparataus GmbH, March-Hugstetten, Germany）で常時計測しながら 7mmHg の
定圧で経門脈的に灌流した．灌流時の肝上部下大静脈の流出液（灌流液）を採取し，
生化学検査等の検討まで-80℃で保存した 33-37． 
	 臓器保存液は UW 液の他に Histidine-Triptophan-Ketoglutarate 液，Celsior 液が
あるが，これらには UW 液より有効性が高いという報告はなく 36,37，UW 液の使用は
現在移植の臨床の場において標準となっているため，本研究では UW 液を冷保存液
として使用した（図 5）． 
4. 検体採取 
	 再灌流実験プロトコールにおいて，再灌流後に全肝組織を各種解析用に分割，検体
処理を行った．肝左葉を採取し，光学顕微鏡用の検体として 4%パラフォルムアルデ
ヒド（Paraformaldehyde; PFA）で固定した． 残りの肝組織を液体窒素にてフリー
ズクランプし，-80℃で保存した．走査型電子顕微鏡の検体採取時は，常温灌流直後
に経門脈的に 4%パラフフォルムアルデヒド及び 1％グルタールアルデヒドで灌流固
定し検体を採取した． 
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5. 検討項目 
(1) 胆汁産生量，灌流液流出量 
	 実験Ⅰ-1 において，グラフトの機能評価指標として胆汁産生量を測定した．灌流中
に総胆管から流出した胆汁量を測定し，ラット肝重量当たりの胆汁産生量を算出した．
同様に肝上部下大静脈から流出した灌流液量を測定し，ラット肝重量当たりの灌流液
流出量として算出した． 
	 実験Ⅰ-2 においても，同様に移植を想定した常温灌流 60 分後の胆汁産生量および
灌流液流出量を測定した． 
 (2) 生化学的検査 
	 実験Ⅰ-2 において，灌流液中の Aspartate aminotransferase (AST)，Alanine 
aminotransferase (ALT)，Lactate dehydrogenase (LDH) 濃度を，市販キットを用
いた酵素比色法にて測定した（AST, ALT: Transaminase CⅡ-test Wako; Wako 
Pure Chemical Industries, Ltd, Tokyo, Japan. LDH: esper LDH liquid; Nipro 
Corporation, Osaka, Japan）．測定機器は日立ダブルビーム分光光度計 U-2910
（Hitachi High-Tech Science Corporation, Tokyo, Japan）を使用した． 
 (3) 炎症性サイトカイン 
	 実験Ⅰ-2 において，灌流液中の tumor necrosis factor-α（TNF-α）, Interleukin-1β
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（IL-1β）の濃度を，市販キットを用いて enzyme-linked immunosorbent assey 
(ELISA) 法で測定した（TNF-α: ELISA Kit KRC3011 Quantikine; Invitrogen, 
California, USA. IL-1β: ELISA Kit ER2IL1β; Thermo, Massachusetts, USA）．測定
はマルチスペクトロフォトメーターViento XS（Sumitomo Dainippon Pharma Co., 
Ltd, Osaka, Japan）を使用した． 
 (4) 灌流液中細胞接着因子 
	 細胞接着因子である intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1）は，温阻血再
灌流障害によって，肝細胞や類洞内皮細胞に発現が増強することが知られている 38-40．
実験Ⅰ-2 において，灌流液中の可溶性 ICAM-1 を市販 ELISA キット（sICAM-1: 
Quantikine ELISA Kit; R&B systems, MN, USA）を用いて測定した． 
 (5) 肝組織中 malondiadehyde（MDA）量 
	 過酸化脂質の副産物であり，酸化ストレスの指標と考えられる MDA を，実験Ⅰ-2
で得られた肝組織検体を用いて測定した．冷凍保存肝組織を 5 倍量の 5mM ブチルヒ
ドロキシトルエン含有20mM Tris-HCl buffer（pH 7.4）でホモジェナイズし，3000g，
10 分間，4℃で遠心した上清をサンプルとした．市販キット（BIOTECH MDA-586: 
Oxis International Inc., CA, USA）を用いて測定し，単位蛋白量当たりの MDA 量
（µmol/g protein）を算出した．蛋白濃度の測定は，市販キット（BCA Protein Assay 
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Reagent Kit: Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA）を用いてビシコ
ニン酸法で行った． 
 (6) 肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比測定 
	 Seya ら 41,42の方法に準じて，実験Ⅰ-1 および実験Ⅰ-2 で得られた肝組織検体を用
いて，アデニンヌクレオチドを測定した．凍結保存肝組織を 0.5N 過塩素酸中でホモ
ジナイズし，1500 rpm ×5 分間冷却遠心し，上清を回収した．水酸化カリウムを用
いて pHを 6.0-7.6に滴定しアデニンヌクレオチドを抽出した後，さらに 3000 rpm ×
10 分間冷却遠心し，上清 1ml を回収した．孔径 0.45µm のセルロースアセテート膜
フィルター（03CP045AS; Toyo Roshi Kaisha, Tokyo, Japan）を通して遠心タイプ
セルロース膜限外濾過カートリッジ（ULTRACENT30; TOSOH, Tokyo, Japan）に
注入，3000 rpm ×30 分間冷却遠心し濾過されたものを-20℃で保存し，測定時に解
凍した．4℃で 60mM リン酸緩衝液（pH 5.0）を溶出液とし，1.0 ml/min の流量で
Wakosil-II5C18HG カラムを使用して，high-performance liquid chromatography
（HPLC）法によって検体中の ATP・Adenosine diphosphate (ADP)・Adenosine 
monophosphate (AMP)量を測定した（Jusco HPLC analyzer system Gilliver900 
series, UV970; Jusco, Tokyo, Japan）．Adenosine 5’-triphosphate sodium salt, 
Adenosine 5’-diphosphate sodium salt, Adenosine 5’-monophosphate sodium salt 
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(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA) を 10 µmol/l に調整したも
のをスタンダードとし，検体 20 µl 中の ATP・ADP・AMP 量（スタンダードは 200 
pmol）を測定し，肝組織 1g 当たりの mol 数（µmol/g liver）および ADP/ATP 比を
算出した．なお，実験Ⅰ-1 では，Control 群として冷保存を経ていない肝組織（Fresh 
liver）を用いた． 
 (7) 組織学的検討 
	 実験Ⅰ-2 において，検体採取後 4%パラフォルムアルデヒドで固定し，エタノール
で脱水した後，パラフィン包埋した．ヘマトキシリン-エオジン Hematoxylin-Eosin 
(HE) 染色し，光学顕微鏡及び全自動顕微鏡（BIOREVO BZ-9000; KEYENCE Co., 
Osaka, Japan）にて組織学的検討を行った． 
	 また，微小循環の評価として類洞開存面積比を比較検討した．光学顕微鏡下約 200
倍拡大で各ラットにつき無作為に 10 視野を抽出し，まず門脈および中心静脈の内腔
面積を計測した（A 領域）．その後，白黒二元化し黒色領域（肝構成細胞）の面積を
測定し，（全体の面積 – 黒色領域 – A 領域）/（全体の面積 – A 領域）を算出し，類
洞開存面積（%）とした． 
 また，実験Ⅰ-2 において，アポトーシス検出として市販キット（Apop Taq Plus 
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit; Chemicon International Inc., Cam, 
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USA）を用いて terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick 
end-labeling (TUNEL) 染色を行った 43,44．光学顕微鏡下約 200 倍拡大で各切片につ
き，無作為に 10 視野×3 切片の計 30 視野を抽出し，核が濃染される細胞を陽性とし
てカウントし，1mm2当たりの陽性細胞数を算出した． 
(8) 走査型電子顕微鏡での検討 
	 実験Ⅰ-2 において，常温灌流 60 分後の肝組織検体を 4%パラフフォルムアルデヒ
ド及び 1%グルタールアルデヒドで灌流固定し，1mm 角に切り出しした後，0.1 M 
sodium cacodylate buffer 中に混合した 2.5%グルタールアルデヒドと 2%パラフフォ
ルムアルデヒドで前固定した．さらに 1% osmium tetraoxide にて後固定し，段階的
に濃度を上げたエタノールおよび無水エタノールに浸漬し脱水しながら，液体窒素を
用いて検体を凍結割断した．その後，酢酸イソアミルで置換し，臨界点乾燥し試料台
に載せ，オスミウム蒸着した．観察は走査型電子顕微鏡（HITACHI Scanning Electron 
Microscope Model S-3200N, Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan）で行った． 
(9) 統計学的検討 
	 結果は平均値±標準偏差（Standard deviation: SD）で表記した．多群間比較は一
元配置分散分析および Tukey-Kramer の Honestly significant difference (HSD) 検
定を行い，P <0.05 を有意差ありとした．統計処理はすべて JMP pro ソフトウェア
 23 
（SAS Institute, Cary, NC, USA）を用いて行った． 
 
実験Ⅱ：ブタ肝移植実験 
 実験Ⅰにおいて，30 分間以上の冷保存後移植前室温酸素化灌流で有効性が認められ
た結果を踏まえ，実験Ⅱでは長時間灌流によるデメリットの可能性を考慮し，有効性
が認められた最短の灌流時間である 30 分の室温酸素化灌流の効果を検証した． 
1.  実験動物と実験デザイン 
	 体重 25-30kg の F1 ブタ（Landrace × Large White）（Kumagai-shigeyasu Co., 
Ltd, Miyagi, Japan）を用い，以下の 3 群（各群ｎ=5）に分け，肝移植実験を行った
（図 6）． 
1. 心拍動群（Heart-beating; HB 群）：心拍動下に肝臓を摘出し移植する群． 
2. 心停止群（Donation after cardiac death; DCD 群）：心停止下に肝臓を摘出し
移植する群． 
3. 室温灌流群（Subnormothermic ex vivo liver perfusion; SELP 群）：心停止下
に肝臓を摘出し移植する群．温阻血再灌流障害の軽減を目的に，冷保存後に約
30 分間の室温酸素化灌流を行い，肝移植を行った． 
	 全ての群で，摘出した肝グラフトは 4 時間の冷保存を設定した．なお，冷保存の 4
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時間の設定は，心停止ドナーからの臓器摘出，搬送，肝移植手術までに想定される時
間として設定した．実験Ⅰでは冷保存を 6 時間と設定したが，実験ⅠおよびⅡの冷保
存が与える差はほぼないと考えられる． 
2. ドナー手術 
	 麻酔導入としてメデトミジン 0.1mg/kg とミダゾラム 0.1mg/kg を筋注し，イソフ
ルレン 3%（Abbvie GK, Tokyo, Japan）と酸素の吸入麻酔下に気管切開を行い，イ
ソフルレン 1.5〜2%で麻酔維持し，以下の手術操作を行った．血液サンプルの確保
と中心静脈内への薬剤投与のために右外頚静脈を，動脈圧のモニタリングのために右
総頚動脈をそれぞれ確保した．正中切開にて開腹し，総胆管にカテーテルを留置した．
ヘパリン 300 U/kg を静脈内投与した後，脾静脈及び腹部大動脈にカニュレーション
した．DCD 群と SELP 群では，臭化ベクロニウム（MSD K.K., Tokyo, Japan）を 4
〜8 mg を投与後に人工呼吸器を停止して心停止を誘導した．心停止は収縮期血圧＜
40 mmHg と定義し，また死戦期は呼吸停止から心停止までの間と定義し，その時間
を記録した．室温酸素化灌流群では心停止を確認し，温阻血時間として 20 分間待機
した後，脾静脈および腹部大動脈から 4℃乳酸リンゲル液で冷灌流し，続いて 4℃ UW
液 1000ml で肝グラフトを灌流冷却した．肝グラフトを摘出し，4℃に冷却した UW
液 1000ml に 4 時間単純浸漬保存した．HB 群では死戦期を経ずに心拍動下に同様の
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操作にて肝臓を摘出した． 
	 DCD 群に関して，これまで 10 分間の温阻血時間をおいて移植を行っても全例が
24 時間以内に死亡した結果を元に，動物愛護の観点から室温灌流群と同様の 20 分間
の温阻血時間を設定した DCD 群は新たに実施しなかった． 
3.  バックテーブル手術 
	 摘出肝グラフトを 4℃に冷却した UW 液中で，肝上部下大静脈，門脈，肝下部下大
静脈，肝動脈の各吻合部を形成し，必要であれば肝実質の損傷を修復した． 
4.  灌流方法 
	 SELP 群では 4 時間の冷保存後，室温下に準備した Krebs-Henseleit 液（21−25℃）
を酸素化し，経門脈的に約 30 分間の滴下灌流を行った（図 7）．灌流圧を 10−15 cmH2O
とするため液面の高さを調整した．灌流液中には酸素運搬体は含まず，灌流液中の酸
素分圧は 500-550 mmHg であった．灌流を終えた時点で可及的速やかに同所性肝移
植を行った． 
5.	 レシピエント手術 
	 ドナーと同様に全身麻酔を施行し，以下の手術操作を行った．血液サンプルの確保
と中心静脈内への薬剤投与のため左右外頚静脈を確保し，動脈圧のモニタリングのた
め右総頚動脈を確保してカテーテルを留置した．術前に制酸剤としてオメプラゾール
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ナトリウム（Nichi-Iko Pharmaceutical Co., Ltd, Toyama, Japan）10mg と，抗生
物質としてセフォチアム塩酸塩（Nipro corporation, Osaka, Japan）0.25g を経静脈
的に投与した．正中切開で開腹し，ヘパリン 300 U/kg を静注した後，肝を摘出した
が，無肝期にはアンスロンバイパスチューブ（Toray Industries, Inc., Tokyo, Japan）
を用い，門脈血を左外頚静脈へ，肝下部下大静脈血を右外頚静脈へと受動的バイパス
をおいた 45．無肝期の直前に抗炎症作用を目的としてメチルプレドニゾロンコハク酸
エステルナトリウム（Yell Pharmaceutical Co., Ltd, Tokyo, Japan）250mg を経静
脈的に投与した．肝移植は同所性に行い，連続吻合で肝上部下大静脈，門脈，肝下部
下大静脈の順に端々吻合を行い，最後に顕微鏡下に肝動脈を結節吻合で端々吻合を行
った．肝上部下大静脈と門脈吻合後に再灌流した．再灌流直前にアシドーシスの補正
として炭酸水素ナトリウム注射液（Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd, Tokyo, Japan）
50ml を経静脈的に投与した．再灌流 1 時間後に約 1cm3 の肝組織を採取した．胆管
の再建は行わず，胆汁はカニュレーションチューブを用いて外瘻化させ，閉腹した． 
	 レシピエントは手術後 7 日目をエンドポイントとして犠牲死させ，同様に肝組織を
採取した．コントロール不能の胸腹水により延命が困難と思われた場合にも犠牲死と
した．なお，当科先行研究にて，ブタの同種肝移植では短期生存実験において免疫寛
容があるという報告があり 46-49，ステロイドを除く免疫抑制剤は使用しなかった． 
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5.  検討項目 
 (1) 各群背景 
	 各群のレシピエント体重，肝グラフト重量，死戦期，無肝期（レシピエント肝の脈
管のクランプから，グラフト肝の再灌流までの間と定義），手術時間を比較した． 
 (2) 移植後生存率 
	 移植後 7 日目をエンドポイントとして，レシピエントの生存率を比較した． 
 (3)  血清生化学検査 
	 採血した全血は血清を分離し，解析時まで-80℃で保存した．血清中の AST，ALT，
LDH 濃度を，ラットと同様に市販キットを用いた酵素比色法にて測定した． 
 (4)  炎症性サイトカイン 
	 炎症の重要なメディエーターであり，Kupffer 細胞から分泌され温阻血再灌流障害
と関わりの深いサイトカインである TNF-α15,50の血清中濃度を，市販キットを用いて
enzyme-linked immunosorbent assay （ ELISA ） 法 で 測 定 し た （ TNF-α: 
TNFα/TNFSF1A, Porcine ELISA Kit Quantikine; R&D systems, Minneapolis, 
USA）． 
 (5)組織学的検討 
	 検体採取後，4％パラフォルムアルデヒドで固定し，エタノールで脱水した後，パ
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ラフィン包埋した．ヘマトキシリン-エオジン（HE）染色し，光学顕微鏡にて組織学
的検討を行った．  
	 また，微小循環の評価として類洞開存面積比を比較検討した．光学顕微鏡下約 200
倍拡大で各ラットにつき無作為に 10 視野を抽出し，まず門脈および中心静脈の内腔
面積を計測した（A 領域）．その後，白黒二元化し黒色領域（肝構成細胞）の面積を
測定し，（全体の面積 – 黒色領域 – A 領域）/（全体の面積 – A 領域）を算出し，類
洞開存面積（%）とした． 
	 アポトーシス検出のため市販キットを用いて TUNEL 染色を行った 43,44．光学顕微
鏡下約 200 倍拡大で各切片につき無作為に 10 視野 ×3 切片の計 30 視野視野を抽出
し，核が濃染される細胞を TUNEL 陽性細胞としてカウントし，1mm2当たりの陽性
細胞数を算出した． 
	 また ROS 自体の測定は高い反応性と短い寿命のため困難であるが，ROS による酸
化ストレスを評価するため，炎症や一酸化窒素産生，およびその酸化作用による細胞
障害の指標となるニトロチロシン染色を，市販キットを用いて以下の方法で行った
51,52（抗ニトロチロシン・マウスモノクローナル抗体：LSI メディエンス，東京，日
本）．組織片を脱パラフィン，組織前処理，内因性ペルオキシダーゼを抑制した後，
ビオチン化二次抗体，streptavidin で反応させ，diaminobenzidine で染色した．対
 29 
比染色としてヘマトキシリンを使用した． 
6.  統計学的検討 
	 結果は平均値±標準偏差（SD）で表記した．多群間比較は一元配置分散分析及び
Tukey-Kramer の HSD（honestly significant difference）検定を行い，P <0.05 を有
意差ありとした．また生存曲線は Kaplan-Meier log-rank test にて検定し，P <0.05
を有意差ありとした．統計処理はすべて JMP Pro ソフトウェア（SAS Institute, cary, 
NC, USA）を用いて行った． 
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6.研究結果 
 
実験Ⅰ：ラット肝灌流実験 
	 死戦期の長さ，灌流後の肝重量は，すべての群間で有意差を認めなかった．（P 
=0.7793，P =0.3832，表 1）． 
1. 胆汁産生量，灌流液流出量 
	 実験Ⅰ-1 において，灌流液流出量（ml/ g-liver）および胆汁産生量（µl/ g-liver）
は灌流時間に比例して増加した（図 8）． 
	 実験Ⅰ-2 における灌流液流出量は，HB 群に比べ DCD 群で有意に減少した（235.47 
± 19.65 vs. 141.56 ± 18.20, P =0.0117）．一方で，R-30 群（232.51 ± 15.36），R-60
群（274.50 ± 21.23），R-90 群（252.69 ± 15.27）では増加し，DCD 群に対し有意差
を認めた（P <0.05，図 9）．  
	 実験Ⅰ-2 における胆汁産生量は，HB 群に比べ DCD 群で有意に減少した（53.55 ± 
11.61 vs. 16.67 ± 5.39, P =0.0020）．一方で，R-30 群（42.59 ± 2.46），R-60 群（43.82 
± 1.09），R-90 群（42.57 ± 0.76）では増加し，DCD 群に対し有意差を認めた（P <0.05，
図 9）． 
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2. 灌流液中肝逸脱酵素（実験Ⅰ-2） 
	 AST 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加した（2.19 ± 0.29 vs. 8.06 ± 
1.05, P =0.0007）．一方で，R-30 群（3.64 ± 0.20），R-60 群（4.21 ± 0.37），R-90
群（4.35 ± 0.14）では DCD 群と比べ AST 値の増加が有意に抑制された（P <0.05，
図 10）． 
	 ALT 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加した（0.63 ± 0.14 vs. 3.68 ± 
0.70, P =0.0002）．R-30 群（1.44 ± 0.37）では DCD 群と比べ ALT 値の増加が有意
に抑制された（P =0.0097）．一方，R-60 群（2.47 ± 0.09），R-90 群（2.49 ± 0.14）
は ALT 値の増加が抑制される傾向にあったが，有意差を認めなかった（図 10）． 
	 LDH 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加した（38.37 ± 4.21 vs. 275.83 
± 69.14, P =0.0004）．一方で，R-30 群（51.85 ± 15.81），R-60 群（48.74 ± 7.79），
R-90 群（48.74 ± 13.08）では DCD 群と比べ LDH 値の増加が有意に抑制された（P 
<0.05，図 10）． 
3. 灌流液中炎症性サイトカイン（実験Ⅰ-2） 
	 灌流液中の TNF-α濃度（pg/ ml）は，HB 群と比べ DCD 群で有意に増加した（28.82 
± 4.41 vs. 85.42 ± 2.82, P <0.0001）．一方で，R-30 群（9.20 ± 1.44），R-60 群（9.78 
± 1.46），R-90 群（10.64 ± 1.14）では DCD 群と比べ TNF-α濃度の増加が有意に抑
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制された（P <0.0001，図 11）． 
 灌流液中 IL-1β濃度（pg/ml）は，HB 群と比べ DCD 群で有意に増加した（20.07 ± 
10.04 vs. 79.13 ± 26.98, P <0.0001）．一方で，R-30 群（23.06 ± 5.55），R-60 群（27.26 
± 8.66），R-90 群（25.96 ± 9.13）では DCD 群と比べ IL-1β濃度の増加が有意に抑制
された（P ≦0.0001，図 11）．	
4. 灌流液中細胞接着因子（実験Ⅰ-2） 
	 可溶性 ICAM-1 濃度（µl/ ml）は，HB 群と比べ DCD 群で有意に増加した（119.26 
± 23.05 vs. 536.02 ± 162.28, P =0.0056）．一方で，R-30 群（49.30 ± 3.55），R-60 群
（76.49 ± 10.89），R-90 群（76.82 ± 12.04）では，DCD 群と比べ可溶性 ICAM-1 濃
度の増加が有意に抑制された（P <0.01，図 12）． 
5. 肝組織中 MDA 量（実験Ⅰ-2） 
	 肝組織中の蛋白 1g 当たりの MDA 量（mmol/ g protein）は，DCD 群に比べ R-90
群で有意に低値であった（0.41 ± 0.031 vs. 0.57 ± 0.045, P =0.0081）．その他の群間
では DCD 群より低く，HB 群と同等であったが有意差はなかった（図 13）． 
6. 肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比  
	 実験Ⅰ-1 において，肝組織中 ATP 量（µmol/ g-liver）は冷保存を付加しない Fresh 
liver（0.065 ± 0.014）に比べ，冷保存を付加した HB 群（0.029 ± 0.011）で減少し
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（P =0.568），DCD 群（0.023 ± 0.012）では HB に比べ減少を示したが有意差は認め
なかった（P =0.688）．室温灌流により ATP 量は灌流時間に伴って増加傾向を示し，
SELP-30 群で Fresh liver の値を越え，DCD 群に比べ SELP-30 群（0.100 ± 0.033），
SELP-60 群（0.115 ± 0.056），SELP−90 群（0.142 ± 0.069）で有意に増加した（P 
=0.0312, P =0.0223, P =0.0016，図 14）．一方，ADP/ATP 比は室温灌流により灌流
時間に伴って減少傾向を示し，DCD 群（5.000 ± 1.335）に比べ SELP-30 群（2.560 
± 0.833），SELP-60 群（2.442 ± 0.891），SELP-90 群（2.281 ± 0.769）で有意に低
下した（P =0.0030, P =0.0050, P =0.0026，図 14）．この結果から，実験Ⅰ-2 では，
室温酸素化灌流 15 分群は実施しなかった． 
	 実験Ⅰ-2 において，肝組織中 ATP 量（µmol/ g-liver）は室温灌流により増加し，
DCD 群（0.021 ± 0.0082）に比べ，R-30 群（0.093 ± 0.023），R-60 群（0.17 ± 0.031），
R-90 群（0.12 ± 0.041）で有意に増加した（P =0.0029, P <0.0001, P <0.0001，図 15）．
また ADP/ATP 比は室温灌流により減少し，DCD 群（5.558 ± 0.973）に比べ，R-30
群（2.838 ± 0.423），R-60 群（1.655 ± 0.183），R-90 群（2.183 ± 0.507）で有意に低
下した（P =0.0001, P <0.0001, P <0.0001，図 15）． 
7. 組織学的検討（実験Ⅰ-2） 
（1）	HE 染色 
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	 HB 群では類洞腔が広く保たれており，類洞構造は保持されていた．DCD
群では類洞内皮細胞の脱落と肝細胞の膨化により類洞内腔は狭小化あるいは
閉塞していた．中心静脈領域を中心に肝細胞の著明な空胞変性を広範囲で認め
た．一方，R-30 群，R-60 群，特に R-90 群ではこれらの変化が軽度に抑制さ
れていた（図 16）． 
	 類洞開存面積（%）を算出し比較すると，HB 群（18.83 ± 4.13, P <0.0001）
に比べ DCD 群（4.50 ± 1.46）では有意に低値であり，室温灌流を付加した R-30
群（16.23 ± 4.29, P <0.0001），R-60 群（10.98 ± 1.62, P =0.0153），および
R-90 群（14.34 ± 1.21, P =0.0002）では有意に高い開存率を示し，類洞内腔が
保たれていた（図 17）． 
（2）	TUNEL 染色 
	 TUNEL 陽性細胞数（個/ mm2）は，HB 群に比べ DCD 群では有意に増加し
ていた（6.33 ± 1.35 vs. 75.67 ± 25.94, P <0.0001）．また R-30 群（39.07 ± 4.94），
R-60 群（33.13 ± 4.70），R-90 群（20.93 ± 5.93）では，DCD 群に比べ TUNEL
陽性細胞数が有意に少なかった（P <0.01，図 18・19）． 
8. 走査型電子顕微鏡での検討（実験Ⅰ-2） 
	 	 HB 群では類洞内皮が保たれており，類洞内皮細胞の内腔面は平滑であった．
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DCD 群において，肝細胞と類洞内皮細胞の間隙である Disse 腔が開大し類洞内皮細
胞が類洞内腔内に脱落することによる類洞内腔の閉塞が広範囲で観察された．室温灌
流を付加することにより，類洞内皮細胞の表面は比較的平滑であり，類洞内皮の構造
は保たれていた．また，R-30 群では肝細胞の空胞変性が広範囲で観察された（図 20）． 
 
実験Ⅱ：ブタ肝移植実験 
	 各群のレシピエント体重，肝グラフト重量，死戦期，無肝期及び手術時間を比較し
た．各群間で有意差は認めなかった（表 2）． 
１．移植後生存率 
	 HB 群は全例が７日間生存した．DCD 群は全例が 12 時間以内に primary graft 
non-function（PNF）のため死亡した．SELP 群は 5 例中 2 例が 7 日間生存し，他の
2 例は 5 日目に犠牲死とした．1 例は PNF のため 12 時間以内に死亡した（図 21）．
SELP 群は DCD 群と比べ有意に生存率が改善した（P =0.0016，図 21）． 
	 PNF の症例では，胆汁流出が停止し，エコーで門脈血流が急激に減少した．こう
した門脈血流の途絶は温阻血再灌流障害に起因する門脈血栓形成のためと考えられ
た．死後解剖では血性腹水を多量に認め，門脈血栓形成に伴う門脈圧亢進，および凝
固障害のためと考えられ，これらの所見から死因を PNF と総合的に判断した． 
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2. 血清肝逸脱酵素 
	 血清ASTはすべての群で再灌流 1時間後に上昇し，手術後 1日目にピークに達し，
その後漸減した．HB 群に比べ SELP 群において再灌流 1 時間後，手術後 1 日目，手
術後 3 日目で有意に高値を示した（P <0.05，図 22）． 
	 血清 ALT は，HB 群と SELP 群において再灌流 1 時間後に上昇し，手術後 1 日目
にピークに達し，その後漸減した．HB 群に比べ SELP 群において再灌流 1 時間後，
手術後 1 日目，手術後 3 日目，手術後 7 日目で有意に高値を示した（P <0.05，図 22）． 
	 血清LDHはすべての群で再灌流1時間後に上昇し，手術後1日目にピークに達し，
その後漸減した．SELP群においては手術後 1日目と 3日目がほぼ同等の値であった．
各々の時点でHB群に比しSELP群では高値を示す傾向にあったが統計学的有意差を
認めなかった（図 22）． 
3.	 血清炎症性サイトカイン 
	 血清 TNF-αはすべての群で再灌流 1 時間後にピークに達したが，HB 群に比し
SELP 群では高値を示す傾向にあったが有意差を認めなかった（図 23）． 
4.	 組織学的検討 
a.  HE 染色 
	 再灌流 1 時間後の標本では，DCD 群で特に中心静脈領域において類洞内腔が狭小
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化し，類洞内皮細胞の破綻や肝実質細胞の膨化，空胞変性が顕著であったが，SELP
群では空胞変性は多少認めるが，これらの変化が軽度に抑制されていた（図 24）． 
	 類洞開存面積（%）を算出し比較すると，DCD 群（5.82 ± 2.18）に比べ，HB 群（17.37 
± 2.57, P =0.0057）および SELP 群（15.42 ± 1.77, P =0.0002）であり，有意に高い
開存率を示し，類洞内腔が保たれていた（図 25）．	  
 犠牲死時の標本では，DCD 群で肝細胞の脱落が著明であったが，HB 群および SELP
群は肝構造が保たれていた（図 26）． 
b.  TUNEL 染色 
	 再灌流 1 時間後に生検された肝組織中の TUNEL 陽性細胞数は，DCD 群に比べ
HB 群，SELP 群で有意に減少した（27.00 ± 5.83 vs. 6.87 ± 1.59, 10.47 ± 1.07, とも
に P <0.0001，各群: n = 5，図 27・28）． 
c.  ニトロチロシン染色 
	 再灌流 1 時間後に生検された肝組織のニトロチロシン染色では，DCD 群では広範
囲で陽性を示したのに対し，SELP 群では陽性を示す領域はごくわずかであった（図
29）． 
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7.考察 
 
	 本研究では，心停止下摘出肝グラフトに対する冷保存後移植前室温酸素化灌流の効
果を，ラット ex vivo 灌流実験およびブタ肝移植実験にて検討した．ラット肝灌流実
験において，室温酸素化灌流により心停止下摘出肝グラフトの viability 改善を認め，
心拍動下摘出肝グラフトとほぼ同程度の状態にまで改善された．またブタ肝移植実験
においては，PNF の頻度を減少させ，DCD 群に比べ SELP 群の有意な生存率向上を
認めた．本研究は，短時間の移植前室温酸素化灌流により温阻血再灌流障害の軽減効
果を示した初めての報告である． 
	 実験モデルとして臨床現場で発生頻度が高い uncontrolled DCD からの肝移植を想
定し，ラットおよびブタともに死戦期を経て心停止を誘導するモデルを採用した．温
阻血再灌流障害に関する研究で用いられる DCD 実験モデルは，塩化カリウムの投与
や脈管のクランプ，あるいは失血によって心停止を誘導しているものが散見されるが，
死戦期を経た場合，虚血状態に至った腸管に由来するエンドトキシンや炎症性サイト
カインなどの影響を受け，より強い温阻血再灌流障害を受けることが報告されている
50．そのため当科では，死戦期を経た心停止ドナーモデルがより uncontrolled DCD
（Maastricht 分類 Category 2）に近いと考えており，本研究においてもこの実験モ
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デルを採用した．ラット肝移植モデルにおいて移植後にグラフトが十分に機能する温
阻血時間の限界は，死戦期を経ない場合に 30−60 分と報告されており 33,34，本研究で
は平均約 7 分間の死戦期を経た温阻血時間を 30 分間に設定した．同様にブタ肝移植
モデルにおいて，死戦期を経ない場合に温阻血時間が 30 分以上になると高率に PNF
に至ると報告されており 33，本研究では平均約 7 分間の死戦期を経た温阻血時間を
20 分間に設定した．実験Ⅰおよび実験Ⅱで温阻血時間の設定が異なっているが，実
験Ⅱにおいて生存実験を成立させるため，死戦期を含めた温阻血時間を約 30 分と設
定した． 
	 本研究におけるブタ肝移植実験の妥当性について他報告と比較し検討した．Knaak
らはブタの心停止下肝移植モデルにおいて，塩化カリウム静注による心停止を誘導し，
45 分間の温阻血時間を経て冷保存 4 時間後に 3 時間の室温灌流を施行し，さらに 3
時間の冷保存をおいた後，同所性肝移植し，5 例中 3 例が 7 日間生存したと報告した
53．室温灌流にアルブミンを基にした赤血球含有の灌流液を用いていた．同様に
Fontes らはブタの心拍動下肝移植モデルにおいて，9 時間の室温灌流保存と冷保存を
比較検討し，室温灌流保存の有用性を報告した 54（生存率 100％ vs. 33%）．室温灌
流には新規の酸素運搬体を含む灌流液を使用し有効性を示した．本研究における実験
Ⅱの生存率は，上記 2 報告と比較しても遜色のない結果であり，本研究での簡素化さ
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れた方法（肝移植前の短時間灌流，単純な灌流液）を考慮すれば，より簡便で特殊な
機器を使用していないため，どの施設でも実施可能であり，有用性が高い手法と言え
る． 
	 本研究では灌流時間を決定するために実験Ⅰ-1 を設定した．これは，従来の報告で
は機械灌流法による心停止下摘出肝グラフトの viability 改善の報告は多数あるが，
明確な根拠をもって灌流時間を決定している報告は少ないためである．これまでの当
科における先行研究 23-25,27と，1 時間の冷却機械灌流保存の研究結果 20,21から，我々
は 30 分程度の短時間灌流であっても肝グラフト viability 改善に有効と考えたが，こ
れを裏付ける根拠が必要と考えたためである．至適灌流時間を規定する因子は，肝グ
ラフトの viability 改善の指標と，過度の室温灌流による障害である．肝グラフト
viability 改善の指標として，肝組織中 ATP 量 55や機械灌流中の胆汁産生 56,57，灌流
液中の乳酸値及び pH58 などが報告されている．Berendsen らは肝組織中 ATP 量を
指標として，死戦期を経ない温阻血時間 60 分間のラット肝移植モデルにおいて，冷
保存を経ない持続室温灌流によって Fresh liver の ATP 量を越えるのが約 2.5 時間と
報告しており，3 時間の室温灌流が温阻血再灌流障害の軽減に有効と報告した．一方，
Perera らはヒトにおける心停止ドナー肝移植において，冷保存後に常温灌流を実施
し，移植可能の判断は常温灌流 2 時間後の乳酸値＜2 mmol/l，かつ胆汁産生を認める
 41 
場合と設定し有効性を報告した 56．また，肝移植前の肝組織中 ATP 量がグラフト不
全と密接に関連している報告 59や，再灌流後の肝組織中 ATP 量が移植後の肝グラフ
ト機能改善と相関する報告がある 60．また，胆汁産生は類洞内皮細胞や肝細胞，胆管
内皮細胞などが正常に作用し，多段階のプロセスを経て観察される指標であり，肝グ
ラフトの viability 改善の指標として合理的であると言える．本研究では，実験Ⅰで
胆汁産生量と肝組織中 ATP 量を指標として，室温酸素化灌流の至適時間を検討し，
室温酸素化灌流を 30 分間以上行うことで有意に肝グラフトの viability が改善した結
果を踏まえて，実験Ⅱにおいて室温酸素化灌流を 30 分間と設定し，肝移植実験を行
った．実験Ⅰ-2 において 90 分間までの室温酸素化灌流では，今回の測定項目におい
て灌流によるグラフトの障害は観察されなかったが，過度の室温灌流による障害の可
能性も考えられるため，実験Ⅱでは短時間灌流の効果を検証することを目的とし，有
効性が認められた最短の灌流時間である 30 分間の室温灌流を実施した．  
	 また，温度条件についても，これまでに数多くの常温（37℃）機械灌流法の報告が
なされてきたが，我々はより簡便な室温灌流においても同等の結果が出せるのではな
いかと考えた．たしかに温度設定に焦点を置いた報告は未だに少なく，室温灌流につ
いての報告は更に少ない．Brockmann らはブタを用いた DCD 肝移植モデルに対し，
冷保存を経ずに常温（37℃）灌流を実施することで，保存時間の延長と生存率向上を
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報告した 61．また，Zurich のグループは，ラットおよびブタを用いた肝移植モデル
において，冷保存後に 1 時間の冷却灌流（4℃）を行い，虚血再灌流障害の軽減と生
存率向上を報告した 20,21．この他にも常温および冷却灌流においても十分な有効性が
報告されている．しかし，これらの方法では温度調整に必要な機器が必須であり，実
際の臨床応用に当たり臓器搬送が困難になることが障壁となる．さらに灌流液の温度
上昇とともに灌流液中への酸素溶解量が減少し，肝臓の好気性代謝のため常温灌流に
は赤血球あるいは人工酸素運搬体を含む特殊な灌流液が必要になる．こうした特殊な
灌流液では一般に粘度が上昇し，同一の門脈灌流流量を設定しても門脈圧が高くなり，
ずり応力による類洞内皮細胞への障害が生じる 62．こうした点は常温灌流のデメリッ
トと言える．一方で，室温灌流では温度調整の必要がなく，より簡便であり臨床応用
しやすい．さらに室温灌流では赤血球あるいは人工酸素運搬体などの添加が必要とな
らない．なぜなら 21℃条件下では肝臓の酸素消費量は約 30％まで低下することが報
告されており 32，実際に室温条件下では酸素運搬体がなくてもラット肝移植モデルに
おいて良好な生存成績が報告されているからである 55,63．こうした理由から本研究で
は，室温灌流を選択した． 
	 本研究実験Ⅰにおいて，再灌流は血球成分を含まない Krebs-Henseleit 液を使用し
た．その理由として，温阻血再灌流障害は種々の因子が相互に影響し合い，非常に複
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雑な現象と考えられるため（図 1），再灌流の血球成分を除外することで温阻血再灌
流障害をサイトカインなどのグラフト因子のみで捉えることを目的とした．一方で，
酸素運搬体を含まない再灌流では酸素化が不十分になることが懸念されたが，溶存酸
素量が減少し，かつ酸素消費量が増大する 37℃灌流における酸素供給量を算出する
と，後述のように酸素供給量は十分である結果であった．本研究実験Ⅰで使用した灌
流回路は，酸素透過性が非常に低い Tygon チューブを用いており，グラフトの流入
液および流出液の酸素分圧を測定することで，グラフトの酸素消費量を算出できると
考えられる．灌流実験における酸素消費量は，溶存酸素量と平均流入灌流量で算出で
きる（酸素消費量 (µl/min/g-liver) = 門脈灌流量 (ml/min/g-liver) × [1.34 × Hb (g/dl) 
× 酸素飽和度較差 + 0.0031 × 酸素分圧較差 (mmHg)] × 10）63．実験Ⅰにおいて，
37℃における流入液および流出液の酸素分圧はそれぞれ 500-550mmHg，約
150mmHg であり，再灌流における平均流入灌流量は 3.76 ± 0.97ml/min/g-liver であ
ったため，溶存酸素量および平均流入灌流量は他の報告と比べても十分と言える 64．
一方で，DCD 肝を用いた機械灌流の報告によると，酸素消費量がもっとも高いのが
温阻血を被っていない Fresh liver であり，次いで機械灌流による処置を施した DCD
肝グラフト，最も低いものが DCD 肝グラフトであった 63．Fresh liver の酸素消費量
を評価するために，肝動脈を結紮した In vivo モデルにおいて，心拍動下にラットの
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門脈血および肝静脈の酸素分圧を測定した．また，37℃における生体ラットの門脈血
流量は，1.25ml/min/g-liver との報告があり 64，この数値および上記数式を用いて計
算を行った．37℃灌流液による酸素消費量は灌流回路において 46.6µl/min/g-liver
（Hb = 0）， In vivo ラットモデルにおける Fresh liver の酸素消費量は
51.8µl/min/g-liver であった（Hb = 10, 酸素飽和度較差=0.3，酸素分圧較差=40）．理
論的には， DCD 肝グラフトの酸素消費量は，Fresh liver に比べ低値と考えられる
ため，実験Ⅰにおける酸素供給量は十分であると考えられる． 
	 当科での先行研究では，冷保存前に 30 分間の常温灌流を行うことで心停止下摘出
肝グラフトの viability が向上することを報告した 23-25,27．従来の標準的な臓器保存は
単純冷却保存であるが，低温による肝細胞障害および類洞内皮障害が報告されている
65．近年では，灌流保存しながら臓器搬送できるコンパクトな機器の開発が進んでい
るものの，実際には臓器搬送の利便性を考慮するとドナー施設で摘出された肝臓を冷
却保存しながらレシピエント施設まで搬送し，臓器灌流などの処置を行う必要性があ
る．さらに，日本において脳死ドナーにおける臓器摘出は多臓器に及ぶことが多く，
摘出肝のみに対する処置を行うことは難しい．また，肝グラフトを摘出するドナー施
設で機械灌流などのグラフトの処置を行うのは現実的に困難である．肺移植の分野に
おいて代表的なトロントグループの手法は，ドナー施設で摘出した肺を冷保存のまま
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自施設まで搬送し，移植前に機械灌流を行い良好な移植成績を報告した 31．こうした
理由から本研究でも灌流のタイミングを冷保存後に設定した．また，本研究実験Ⅱに
おいて，比較的短時間の室温灌流であれば滴下灌流法でも十分に施行でき，機械灌流
と同様に有効性が確認できた．機械灌流と滴下灌流の直接の比較はできてはいないの
だが，滴下灌流はその簡便さからどの施設でも施行可能な手技であり，今後の臨床応
用を考えれば有望な手法であると考えられた． 
	 本研究では，酸素化した Krebs-Henseleit 液を用いて心停止下摘出肝グラフトに対
し移植前室温灌流を行ったが，温阻血により低酸素状態に陥り枯渇した細胞内 ATP
が室温酸素化灌流により救済され，ATP 改善をもたらしたと考えられる．その結果
として，肝構成細胞が保持され，微小循環障害の軽減に寄与したと推察される（図
30）．また，類洞内凝固に対しても室温灌流は物理的に wash out することで，微小
循環を改善させると考察できる．一方で，グラフト内に酸素を送り込むことで ROS
産生を助長する可能性が懸念された．しかし，実験Ⅰ-2 において SELP を付加した
群では灌流液中の肝逸脱酵素・炎症性サイトカインの上昇が抑制され，肝組織中 MDA
量の上昇が抑制される傾向にあり，R-90 群で有意に低下した．同様に，実験Ⅱにお
いて，DCD 群に比べ SELP 群ではニトロチロシン染色陽性の領域は少なく，肝組織
中の酸化ストレスは室温酸素化灌流により，むしろ軽減したと考えられた．本研究で
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施行した室温酸素化灌流は非循環型であり，再灌流時に放出される炎症性サイトカイ
ンを wash out できた可能性が一因となったためと考えられる（図 30）．一方で，室
温酸素化灌流では赤血球等の酸素運搬体が灌流液中に含まれていないため，肝組織末
梢の酸素化が不十分になる可能性も考慮されたが，前述のように実験Ⅰにおける酸素
供給量は理論的には十分であり，肝組織中 ATP 量が室温灌流により有意に増加して
おり，中心静脈領域に軽度の空胞変性が認められたが強い変性ではなく，さらに室温
灌流によりネクローシス・アポトーシスが有意に減少したことなどから，酸素化灌流
の効果は十分と考えられた． 
	 ICAM-1 は血管内皮細胞・肝細胞に発現を認め，好中球との接着因子として再灌流
障害の進行に強い関わりを持ち，低酸素・細胞障害により直接，さらに IL-1β・TNF-α・
インターフェロンγ等の炎症性サイトカインにより間接的に発現が増強される 38-40．
本研究では室温灌流により，灌流液中の可溶性 ICAM-1 が有意に減少したが，類洞内
皮細胞・肝細胞そのものの再灌流障害に伴う ICAM-1 の発現が室温酸素化灌流により
直接抑制されたためか，あるいは室温酸素化灌流により灌流液中の TNF-α・IL-1β濃
度上昇が抑制され，間接的に抑制されたためと考えられる． 
	 本研究で用いた非循環型灌流法は，心停止下摘出肝グラフトから放出される炎症性
サイトカインなどの液性因子を Wash out できる有効な手法であると考えられる．こ
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れまでの機械灌流法の多くは，閉鎖回路で灌流する循環型の手法を用いている報告が
多い 21,63,66．循環型灌流法では，少ない灌流液で実施可能であり，特に特殊な灌流液
を用いた灌流法では有効である．一方，本研究で使用した Krebs-Henseleit 液は，作
成が容易であり，非循環型灌流法は手技的により簡便である．実験Ⅰ-2 において，常
温灌流後の灌流液中の各種液性因子が有意に減少し，微小循環の改善が認められた．
この結果から，心停止下摘出肝グラフトの再灌流後に生じるサイトカインストームを
軽減させ，PNF に至る悪循環を食い止め，肝グラフト自体の障害を軽減したと考え
られる．実験Ⅱにおいて，再灌流後の液性因子の結果からは有意差を見いだせなかっ
たが，PNF の頻度が減少した主な要因は上記理由であると考えられる．さらには，
心停止下摘出肝グラフトから放出される液性因子が非循環型灌流により減少するこ
とで，レシピエントの移植直後における血行動態の変動や，肺や腎臓など他臓器への
悪影響（post-reperfusion syndrome）が軽減されると考えられ，結果として生存率
が有意差をもって改善したと考察できる．これらの結果から，冷保存後移植前室温酸
素化灌流による温阻血再灌流障害の軽減効果は，心停止ドナー肝移植を増加させる有
効な手法であると言える．さらには心停止ドナー肝移植のみならず，長時間の冷保存
を被った肝グラフトの Viability 改善の効果も示唆される． 
	 本研究におけるラット灌流実験及びブタ肝移植実験は，灌流はすべて経門脈的にの
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み行っており，動脈からの灌流は実施しなかった．胆管の血流は動脈血が優位と考え
られているため，動脈からの灌流を行わないことにより，移植後に急性期以降の胆管
合併症が発生することが予想されるが，本研究では胆管合併症について評価できなか
った．また，実験Ⅱにおいて，SELP 群の生存率は HB 群には及ばない結果であり，
臨床応用には課題の残る結果と言える．実験Ⅰの結果からは 30 分間以上の室温酸素
化灌流によって肝グラフト viability はより改善したが，実験Ⅱの結果との乖離があ
る．これは実験Ⅱが生体内における温阻血再灌流障害を評価しているのに対し，実験
Ⅰはグラフト因子のみに依存する温阻血再灌流障害を評価しているためと推察され
る．さらに，実験Ⅱにおける生化学所見は肝機能のみではなく，移植後の全身状態を
反映した結果であるため，実験Ⅰおよび実験Ⅱの結果を一概に比較できないと考えら
れる．肝臓に特異的で，温阻血再灌流障害を反映するマーカーによる評価が求められ
る．また，本研究では，室温酸素化灌流によるグラフト viability 改善の分子生物学
的機序に関しては検討していないため，今後さらなる検証が必要である． 
	 以上から，本研究で検証した室温酸素化灌流法は，実験Ⅰ-1 において，SELP−15
群においても胆汁産生は認め，実験Ⅰ-2 において，DCD 群に比べ R-30 群で有意に
エネルギーステイタスと胆汁産生量が増加し，30 分間以上の室温酸素化灌流によっ
て肝グラフト viability の改善が得られた．さらに，灌流液中の炎症性サイトカイン
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濃度・可溶性 ICAM-1 濃度・肝組織中 MDA 量が有意に低下し，光学顕微鏡および走
査型電子顕微鏡による観察で，著明に微小循環の改善が得られた．実験Ⅱでは，DCD
群に比べ SELP 群において有意な生存率の改善が認められた．非循環型の室温酸素化
灌流法は，心停止下摘出肝グラフトの微小循環を改善し，PNF の頻度を低下させ生
存率を有意に向上させる簡便で有効な手法である．  
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8.結語 
 
	 心停止下摘出肝グラフトに対し冷保存後移植前室温酸素化灌流を行うことにより，
ラット肝グラフトの viability 改善と，肝グラフト組織障害及び微小循環の著明な改
善が得られ，ブタ肝移植実験でグラフト不全が有意に減少し生存率が改善した．以上
から，冷保存後移植前室温酸素化灌流法は，心停止ドナー肝移植において，移植前の
グラフトコンディショニングに有効な手法になることが示唆された． 
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10.図 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 64 
図 2	 実験Ⅰプロトコール（ラット灌流実験） 
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図 3	 実験Ⅰ	 灌流装置・条件（ラット灌流実験） 
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図 4	 横隔膜切開による心停止の誘導 
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図 5	 各臓器保存液の組成 
UW; University of Wisconsin solution 
HTK; Histidine-Triptophan-Ketoglutarate solution 
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図 6	 実験Ⅱプロトコール（ブタ肝移植実験） 
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図 7	 実験Ⅱ	 灌流手技 
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図 8	 実験Ⅰ-1	 室温灌流後の灌流液流出量および胆汁産生量 
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図 9	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液流出量および胆汁産生量 
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図 10	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液中肝逸脱酵素 
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図 11	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液中炎症性サイトカイン 
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図 12	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液中可溶性 ICAM-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 75 
図 13	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織中 MDA 量 
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図 14	 実験Ⅰ-1	 室温灌流後の肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比 
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図 15	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比 
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図 16	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織 HE 染色所見 
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図 17	 実験Ⅰ-2	 類洞開存面積 
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図 18	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織 TUNEL 染色所見 
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図 19	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織 TUNEL 陽性細胞数 
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図 20	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織電子顕微鏡所見 
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図 21	 実験Ⅱ	 レシピエント生存成績 
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図 22	 実験Ⅱ	 血清中肝逸脱酵素 
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図 23	 実験Ⅱ	 血清中炎症性サイトカイン 
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図 24	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織 HE 染色所見 
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図 25	 実験Ⅱ	 類洞開存面積 
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図 26	 実験Ⅱ	 犠牲死時の肝組織 HE 染色所見 
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図 27	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織 TUNEL 染色所見 
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図 28	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織 TUNEL 陽性細胞数 
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図 29	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織ニトロチロシン染色所見 
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図 30	 室温酸素化灌流による温阻血再灌流障害の軽減効果 
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 11.表 
表 1	 実験Ⅰ	 ラット背景因子 
 
 
死戦期の長さ，体重あたりの肝重量は全ての群間で有意差を認めなかった． 
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表 2	 実験Ⅱ	 ブタ背景因子 
 
レシピエント体重，肝グラフト重量，死戦期，無肝期及び手術時間は，各群間で有意
差は認めなかった． 
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12.Figure legends 
図 1	 温阻血再灌流障害の機序 
	 温阻血後の低酸素状態により細胞内の ATP が枯渇し，それに伴い ATPase 依存性
ポンプの機能不全から肝細胞の膨化や類洞内皮の脱落を来し，類洞腔の狭小化から再
灌流後の微小循環不全を引き起こす一因となる．また，再灌流時の Kupffer 細胞の活
性化に伴う炎症性サイトカインの放出（サイトカインストーム），好中球や補体の活
性化などにより直接細胞障害や類洞内凝固が引き起こされる．これらの細胞障害と微
小循環障害との相乗作用が重度の機能低下をもたらすと考えられている． 
図 2	 ラット灌流実験プロトコール 
	 実験Ⅰ-１では冷保存後の移植前室温酸素化灌流（SELP，23−26℃）を，灌流時間
なし，15，30，60，90 分間に分け（DCD 群，SELP-15，-30，-60，-90），検体を採
取した．実験Ⅰ-2 では実験Ⅰ-1 に加えて，室温酸素化灌流後に肝グラフトを室温で
15 分間静置した後，肝移植を想定して常温（37℃）で再灌流した．実験Ⅰ-2 では，
実験Ⅰ-1 の ATP 量および ADP/ATP 比の結果から，室温酸素化灌流 15 分群をなく
し，灌流時間を 0，30，60，90 分間（DCD 群，R-30，60，90）と設定した． 
図 3	 実験Ⅰ	 灌流装置・条件（ラット灌流実験） 
	 実験Ⅰでは，図のような非循環型の灌流装置にて灌流を実施した．酸素・二酸化炭
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素混合ガスにて酸素化した Krebs-Henseleit 液を，経門脈的に 7mmHg の定圧で灌流
した．室温灌流では 23-26℃，常温灌流では 37℃とした． 
図 4	 横隔膜切開による心停止の誘導 
	 ラット灌流実験において，図のように横隔膜を大きく切開し呼吸停止させることで，
死戦期を経て心停止を誘導した． 
図 5	 各臓器保存液の組成 
	 UW 液の使用は現在移植の臨床の場において標準となっているため，本研究では
UW 液を冷保存液として使用した．UW; University of Wisconsin solution，HTK; 
Histidine-Triptophan-Ketoglutarate solution 
図 6	 実験Ⅱ	 プロトコール（ブタ肝移植実験） 
	 以下の 3 群に分け肝移植実験を行った．(1)心拍動群（Heart-beating; HB 群）：心
拍動下に肝摘出，同所性肝移植する群．(2)心停止群（Donation after cardiac death; 
DCD 群）：心停止下に肝摘出，同所性肝移植する群．(3)移植前室温酸素化灌流群
（Subnormothermic ex vivo liver perfusion; SELP 群）：心停止下に肝摘出，移植前
に酸素化した室温のKrebs-Henseleit液で肝グラフトを灌流し，同所性肝移植する群． 
図 7	 実験Ⅱ	 灌流手技 
	 実験Ⅱでは，写真のように Krebs-Henselit 液を軽門脈的に 10-15 cmH2O の灌流圧
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にて滴下灌流した． 
図 8	 実験Ⅰ-1	 室温灌流後の灌流液流出量および胆汁産生量 
	 胆汁産生量（µl/ g-liver）および門脈灌流量（ml/ g-liver）は灌流時間に比例して増
加した． 
図 9	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液流出量および胆汁産生量 
	 門脈灌流量は，HB 群に比べ DCD に群で有意に減少した．一方で，R-30 群，R-60
群，R-90 群では HB 群と同程度まで増加し，DCD 群に対し有意差を認めた．また，
胆汁産生量は HB 群に比べ DCD に群で有意に減少した．一方で，R-30 群，R-60 群，
R-90 群では増加し，DCD 群に対し有意差を認めた． 
図 10	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液中肝逸脱酵素 
	 灌流液中の AST 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加したが，R-30
群，R-60 群，R-90 群では DCD 群と比べ AST 値の増加が有意に抑制された．ALT
値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加したが，R-30 群では ALT 値の増
加が有意に抑制された．また，LDH 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増
加した．一方で，R-30 群，R-60 群，R-90 群では DCD 群と比べ LDH 値の増加が有
意に抑制された． 
図 11	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液中炎症性サイトカイン 
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	 灌流液中の TNF-α濃度（pg/ ml）および IL-1β濃度（pg/ml）は，HB 群と比べ DCD
群で有意に増加した．一方で，R-30 群，R-60 群，R-90 群では DCD 群と比べ増加が
有意に抑制された． 
図 12	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液中可溶性 ICAM-1 
	 灌流液中の可溶性 ICAM-1 濃度（µl/ ml）は，HB 群と比べ DCD 群で有意に増加
した．一方で，R-30 群，R-60 群，R-90 群では DCD 群と比べ増加が有意に抑制され
た． 
図 13	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織中 MDA 量 
	 肝組織中の蛋白 1g 当たりの MDA 量（mmol/ g protein）は，DCD 群に比べ R-90
群で有意に低値であった．R-30 群および R-60 群では，有意差はないものの，DCD
群より低値を示し，HB 群と同等の値を示した． 
図 14	 実験Ⅰ-1	 室温灌流後の肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比 
	 肝組織中 ATP 量（µmol/ g-liver）は，室温灌流付加により灌流時間に伴って増加
傾向を示し，SELP-30 群で Fresh liver の値を越え，DCD 群に比べ SELP-30 群，
SELP-60 群，SELP−90 群で有意に増加した．また，ADP/ATP 比は SELP 付加によ
り灌流時間に伴って減少傾向を示し，DCD 群に比べ SELP-30 群，SELP-60 群，
SELP-90 群で有意に低下した． 
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図 15	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比 
	 肝組織中 ATP 量は室温灌流付加により増加し，DCD 群に比べ，R-30 群，R-60 群，
R-90 群で有意に増加した．また，ADP/ATP 比は EVLP 付加により減少し，DCD 群
に比べ，R-30 群，R-60 群，R-90 群で有意に低下した． 
図 16・17	 実験Ⅰ-2	 再灌流後肝組織 HE 染色所見，類洞開存面積 
	 HB 群では類洞腔が広く保たれており，類洞構造は維持されていた．DCD 群では
類洞内皮細胞の脱落と肝細胞の膨化により類洞は狭小化していた．中心静脈領域を中
心に肝細胞の著明な空胞変性を広範囲で認めた．一方，R-30 群，R-60 群，特に R-90
群ではこれらの変化が軽度に抑制されていた（scale bar; 40 µm，×200）．また，類
洞開存面積は HB 群に比べ，DCD に群で有意に低値であり，室温灌流を付加するこ
とで，有意に高い開存率を示した． 
図 18・19	 実験Ⅰ-2	 再灌流後肝組織 TUNEL 染色所見，TUNEL 陽性細胞数 
	 TUNEL 陽性細胞数（個/ mm2）は，HB 群に比べ DCD 群では有意に増加していた．
また R-30 群，R-60 群，R-90 群では，DCD 群に比べ TUNEL 陽性細胞数が有意に少
なかった． 
図 20	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織の走査型電子顕微鏡所見 
	 HB 群では Disse 腔が保たれており，類洞内皮細胞の内腔面は平滑で小孔が多数認
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められた．DCD 群において Disse 腔の開大，類洞内皮細胞の表面が粗く，小孔の開
大が散見され，類洞内皮細胞が脱落し，類洞内腔の閉塞が著明に観察された．室温灌
流付加により一部小孔の開大は認められるものの，類洞内皮細胞の表面は比較的平滑
に保たれており，Disse 腔の開大は認めなかった．また，R-30 群では肝細胞の空胞変
性が広範囲で観察された． 
図 21	 実験Ⅱ	 レシピエント生存成績 
	 HB 群は全例が７日間生存した．DCD 群は全例が 12 時間以内に primary graft 
non-function（PNF）のため死亡した．SELP 群は 5 例中 2 例が 7 日間生存し，他の
2 例は 5 日目に犠牲死とした．1 例は PNF のため 12 時間以内に死亡した．SELP 群
は DCD 群と比べ有意に生存率が改善した． 
図 22	 実験Ⅱ	 血清中肝逸脱酵素 
	 血清ASTはすべての群で再灌流 1時間後に上昇し，手術後 1日目にピークに達し，
その後漸減した．HB 群に比べ SELP 群において再灌流 1 時間後，手術後 1 日目，手
術後 3 日目で有意に高値を示した．血清 ALT は，HB 群と SELP 群において再灌流
1時間後に上昇し，手術後 1日目にピークに達し，その後漸減した．HB群に比べSELP
群において再灌流 1 時間後，手術後 1 日目，手術後 3 日目，手術後 7 日目で有意に高
値を示した．一方で，血清 LDH はすべての群で再灌流 1 時間後に上昇し，手術後 1
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日目にピークに達し，その後漸減した．SELP 群においては手術後 1 日目と 3 日目が
ほぼ同等の値であった．各々の時点で各群間に統計学的有意差を認めなかった． 
図 23	 実験Ⅱ	 血清中炎症性サイトカイン 
	 血清 TNF-αはすべての群で再灌流 1 時間後にピークに達したが，各群間で有意差
を認めなかった． 
図 24・25	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織 HE 染色所見，類洞開存面積 
	 DCD 群で特に中心静脈領域において類洞内腔が狭小化し，類洞内皮細胞の破綻や
肝実質細胞の膨化，空胞変性が顕著であったが，SELP 群では肝細胞の膨化は多少認
めるが，これらの変化が軽度に抑制されていた（scale bar; 40 µm，×200）．また類
洞開存面積は HB 群に比べ，DCD 群で有意に低値であり，室温灌流群では有意に高
い開存率を示した． 
図 26	 実験Ⅱ	 犠牲死時の肝組織 HE 染色所見 
	 DCD 群で肝細胞の脱落が著明であったが，HB 群および SELP 群は肝構造が保た
れていた． 
図 27・28	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織 TUNEL 染色所見および TUNEL 陽性
細胞数 
	 再灌流 1 時間後に生検された組織中の TUNEL 陽性細胞数は，DCD 群に比べ HB
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群，SELP 群でアポトーシスを有意に抑制した． 
図 29	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織ニトロチロシン染色所見 
	 再灌流 1 時間後に生検された肝組織のニトロチロシン染色では，DCD 群では広範
囲で陽性を示したのに対し，SELP 群では陽性を示す領域はごくわずかであった． 
図 30	 室温酸素化灌流による温阻血再灌流障害の軽減効果 
	 室温酸素化灌流により枯渇していた細胞内 ATP が救済され，その結果として肝細
胞および類洞内皮細胞の構造が保持され，微小循環障害の軽減の一因となったと考え
られる．また，室温灌流によりサイトカインなどの液性因子が Wash out されること
で，Kuppfer 細胞の活性化を抑制させ，サイトカインストームを抑制したと推察され
る．その結果として，肝細胞の膨化および類洞内皮障害が軽減されたと考えられる．
さらに，室温灌流により物理的に類洞内凝固が Wash out されることも相まって，結
果として微小循環障害を軽減し，グラフト不全の頻度を減少させたと考えられる． 
 
 
 
 
 
 103 
13.謝辞 
 
	 本研究は，筆者が東北大学大学院医学系研究科医科学専攻博士課程に在籍中の研究
成果をまとめたものである．同専攻消化器外科学分野 教授 亀井尚 先生には，指導
教官として本研究の実施の機会を与えていただいた．ここに深謝の意を表する．同分
野 准教授 宮城重人 先生には，指導教官として本研究の実施の機会を与えていただ
き，その遂行にあたって終始，ご指導いただき，時に叱咤激励をいただいた．ここに
深謝の意を表する．同専攻移植再生医学分野 教授 後藤昌史 先生には，研究遂行に
あたり日頃より有益なご討論ご助言をいただいた．ここに感謝の意を表する．本研究
のデータ解析および標本作製にあたり，同分野技術職員である佐藤千賀子さん，古川
靖子さんに多大なるご協力いただいた．ここに深謝の意を表する．最後に，本研究実
験Ⅱでは，同分野所属の諸先生方（宮澤恒持 先生，清水健司 先生，植松智海 先生，
福岡健吾 先生，熊田博之 先生，松村宗幸 先生，宮﨑勇希 先生，太田嶺人 先生，
小笠原弘之 先生，笹嶋秀憲 先生，菖野佳浩 先生，水井崇浩 先生）には，実験遂行
にあたり多大なるご協力をいただくと同時に，苦しい時期に熱い激励をいただいた．
ここに深謝の意を表する． 
2018 年 3 月 
